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USO DE DERIVADOS DE FENOLES 2 , 4 -DISUBSTITUIDOS COMO 
INHIBIDORES DE LA EXPRESION DE L-SELECTINAS Y DE LA 
ISOFORMA INDUCIBLE DE LA SINTASA DEL OXIDO NITRICO 

5 La presente invencion se refiere al uso en medicina y 
veterinaria de ciertos derivados de fenoles 2,4- 
disubstituidos que, debido a una potente actividad como 
inhibidor de la isoforma inducible de la sintasa del 
oxido nitrico (iNOS) y como inhibidor de la expresion 

10 de la molecula de adhesion L-selectina en la superficie 
de la mernbrana plasmStica de los leucocitos, resultan 
de gran utilidad en la preparaci6n de medicamentos para 
el tratamiento de indicaciones terapSuticas tnediadas 
por la acci6n de la iNOS, por la acci6n de la expresion 

15 de la L-selectina o por las dos. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

La excesiva produccion de oxido nitrico (NO) ha sido 
20 implicado en la respuesta inmune e inf lamatoria. El 
papel del NO, como mediador fisiol6gico o como radical 
citot6xico, viene determinado por las condiciones y 
cantidad de su slntesis. 

25 El NO es de naturaleza gaseosa y es sintetizado a 
partir del aminoacido L-arginina gracias a la actuacion 
de una emzima citos61ica denominada sintasa del oxido 
nitrico. Esta enzima pertenece a la familia de las 
f lavoproteinas, tiene cierta homologia con las 

30 reductasas del citocromo P450 y de ella se han descrito 
tres diferentes isoformas: la sintasa del oxido nitrico 
endotelial (eNOS) , la sintasa del 6xido nitrico 
neuronal (nNOS) y la sintasa del 6xido nitrico 
inducible (iNOS) . Tanto eNOS como nNOS son expresadas 

35 de forma const itutiva, son dependientes de calcio y 
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calmodulina e insensibles a los efectos de los 
glucocorticoides, liberan pequenas cantidades de NO de 
forma intermitente por periodos cortos, el NO 
constitutive actua como un mecanismo de transduccion de 
5 senales en multiples procesos fisiologicos y esta 
involucrado en el raantenimiento del tono vascular. 

Las caracteristicas bioquimicas de las NOS 
const i tut ivas son similares, pero se diferencian en su 

10 localizaci6n y en la funci6n realizada por el NO 
producido por ellas. La eNOS estS localizada 
preferentemente en las celulas endoteliales, plaquetas 
y mesangiales renales, osteoblastos y osteoclastos y 
est^ involucrada en la regulaci6n de la homeostasia 

15 vascular y la funcion plaquetaria. La nNOS es de 
localizacion nerviosa, tanto central como periferica, y 
es productora de un NO que actHa como neurotransmisor 
central y periferico. 

20 Por el contrario, la iNOS no es expresada bajo 
condiciones fisiologicas sino que requiere ser 
inducida. La iNOS no es calcio dependiente y los 
estimulos inf lamatorios de endotoxinas (como el 
lipopolisacSrido) y ciertas citoquinas (interleucina-1, 

25 factor de necrosis tumoral (TNF- alpha) o interferon 
gamma (INF-gamma) ) , inducen la formacion de iNOS en una 
variedad de celulas, incluyendo celulas epiteliales, 
macrofagos y neutrofilos. La sintasa del 6xido nitrico 
inducible produce cantidades mucho mayores de NO 

30 durante largos periodos de tiempo en comparacion con 
las otras isoformas- El NO sintetizado por la iNOS 
desarrolla un papel fundamental en la defensa contra 
agentes externos como la mol^cula citot6xica y esta 
involucrado en la vasodilatacion en los procesos 

35 inf lamatorios . 
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Es conocido por los expertos en la materia que grandes 
cantidades de NO producido por iNOS presenta funciones 
antimicrobianas (J. Clin. Invest., 1989, 81: 1129-1136) 
y antitumorales (Science, 1987, 235: 473-476). El NO 

5 esta involucrado en la eliminacion de parasites, 
bacterias, c^lulas tumorales y virus. La alta 
concentracion de NO sintetizado por iNOS explica los 
efectos citot6xico8 y citostaticos de este enzima. Por 
lo tanto, el iNOS desetnpena un important e papel en la 

10 respuesta inmune. 

Alt as concent raciones de NO debido a una cr6nica, 
inapropiada o excesiva expresion de iNOS ha sido 
implicado en el dano tisular e inflamaci6n, 

15 especialmente en ciertas enfermedades autoinmunes. El 
iNOS encontrado en macrofagos, monocitos, etc., produce 
cantidades micromolares de NO el cual contribuye al 
dano tisular de forma local y a la hipertensi6n 
sistemica la cual acompana al shock septico y otros 

20 procesos inf lamatorios . Del mismo modo, la interacci6n 
del NO con el metabolismo del hierro, tiene como efecto 
adverso el desarrollo de una enfetmedad cr6nica, debido 
a la inhibicion de la ALA sintasa y al secuestro de 
hierro que inducen a una inhibici6n tanto de la 

25 slntesis de hem como de la eritropoyesis . TambiSn puede 
ser responsable direct© de alguno de los cuadros 
patologicos de la malaria grave, ya que la 
hiperproduccion de NO que se da en el curso de la 
malaria grave, alterarla la funcion sinaptica e 

30 induciria areas locales de hipoglucemia y acidosis. Del 
mismo modo, puede estar linvolucrado en la 
inmunodef iciencia asociada a la malaria. 

De acuerdo con esto, estados adicionales en los que 
35 existe una ventaja de inhibir la producci6n de NO a 
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partir de L-arginina, mediante la inhibici6n de la 
expresidn de la iNOS, incluyen estados autoinmunes y/o 
inf lamatorios articulares y musculoesqueleticos, 
enfertnedades inf lamatorias del tracto gastrointestinal, 

5 isquemia cardiovascular, diabetes, hiperalgesia, 
isquemia cerebral, hipotension sistemica asociada con 
el choque s^ptico y/o toxico inducido por una atnplia 
variedad de agentes, terapia de citoquinas, como 
adyuvante para la inmunosupresion a corto plazo en 

10 terapia de transplantes, asi como trastornos del SNC 
tnediados por NO- 

La in£lamaci6n es la respuesta de los tejidos 
vascularizados f rente a las agresiones. El principal 

15 objetivo de la inflamacion es localizar y erradicar la 
irritacion y reparar el tejido circundante. La 
respuesta inflamatoria implica 3 importantes etapas : 
dilatacion de los capilares para incrementar el flujo 
sanguineo, cambios estructurales microvasculares y 

20 liberacion de protelnas plasmSticas del torrente 
sanguineo, y en tercer lugar la transmigracion 
leucocitaria a traves del endotelio y acumulacidn en la 
zona danada* En su regulaci6n se encuentran implicados 
diferentes factores huraorales, como las 

25 prostaglandinas, aminas vasoactivas, citoquinas, etc., 
pero en las dos ultimas decadas se ha podido constatar 
que ciertas mol^culas de membrana citoplasmatica 
presentes tanto en leucocitos como en celulas 
endoteliales desempefias un papel importante en la 

30 regulacion de la infiltracion leucocitaria de los 
tejidos inflamados y, por lo tanto, en el desarrollo y 
mantenimiento de la respuesta inflamatoria. 

La cascada de adhesi6n de leucocitos es una secuencia 
35 de eventos de adhesi6n y activaci6n que finaliza con la 
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extravasaci6n del leucocito. Al menos 5 pasos parecen 
ser necesarios para el reclutamiento efectivo de 
leucocitos: captura, rotacion, rotaci6n lenta, adhesion 
firme y transmigracion. El bloqueo de cualquiera de 
5 estos pasos puede reducir de forma signif icativa la 
acumulacion de leucocitos en el tejido. 

El reclutamiento de leucocitos a los focos de 
inflamacion esta dirigido por una serie de moleculas de 

10 adhesion presentes tanto en la superficie de la 
membrena plasmStica de los propios leucocitos, como en 
las cSlulas endoteliales de los capilares y v§nulas de 
tejidos inflamados* Las molSculas de adhesidn 
implicadas en la respuesta inflamatoria pertenecen 

15 principalmente a 3 grandes familias: selectinas, 
integrinas y la superfamilia de inmunoglobulinas . 

Senales especificas producidas en respuesta a la herida 
e infeccion, controlan la expresi6n y activaci6n de 

20 ciertas molSculas de adhesi6n. Las interacciones y 
respuestas entonces iniciadas por la union de estas 
moleculas de adhesi6n a sus receptores/ligandos juegan 
un papel importante en la mediaci6n de las reacciones 
inflamatoria e inmune que constituyen una linea de la 

25 def ensa del cuerpo contra estos ataques . 

Los miembros de la familia de selectinas estan 
involucradas en la interacci6n inicial entre los 
leucocitos que se encuentran en el torrente sanguineo, 

30 y las celulas endoteliales activadas en los focos de 
inflamacion. Las selectinas son glicoprotelnas 
caracterizadas por contener una region amino terminal 
con homologla estructural a lectinas calcic 
dependientes (LC) , seguida de otra estructura similar 

35 al factor de crecimiento epidirmico (EGF) ; de 2 a 9 
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regiones tipo proteina reguladora del complemento 
(SCR) ; una zona transmembrana; y una region 
citoplasmatica . 

5 La L-selectina se expresa de forma constitutiva en 
neutrofilos, monocitos, linfocitos T y B virgenes y en 
una subpoblaci6n de c61ulas K. Est a molecula de 
adhesion contribuye en gran medida a la captura de 
leucocitos durante las primeras etapas de la cascada de 

10 adhesion, demostrlindose su implicaci6n en dicho 
reclutamiento de leucocitos a focos de inf lamaci6n. 
Despuis de la captura, la L-selectina es eliminada de 
la superficie de los leucocitos, y liberada al medio, 
en respuesta a diferentes estimulos activadores, como 

15 citoquinas, ionoforo de calcio, esteres de forbol, etc. 
Este mecanismo de regulacion de su expresion es 
compart ido con otras moleculas de adhesion o receptores 
de citoquinas. 

20 La region tipo lectina de la L-selectina participa en 
el reconocimiento de los ligandos; estos dominios unen 
la L-selectina a los ligandos mediante una interaccion 
dependiente de calcio de la regi6n amino terminal tipo 
lectina de la L-selectina con carbohidratos complejos 

25 (sialilados, sulfatados y/o fucosilados) presentes en 
diferentes glicoproteinas de las c^lulas endoteliales. 

Las celulas NK son linfocitos del sistema inmune innato 
que reconocen e inducen la lisis de una variedad de 

30 celulas, incluyendo cSlulas infectadas por virus, 
celulas tumorales, y celulas alogenicas sin 
sensibilizacion previa. Ademas, las celulas NK elaboran 
una variedad de citoquinas como interf eron-gamma, 
factor de necrosis tumoral alf a (TNF-alpha) , IL-lp, IL- 

35 10 y tambiin producen quimioquinas como RANTES, 
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protelna inf lamatoria del macr6fago la y protelna 
inf lamatoria del macr6fago ip, las cuales estSn 
involucradas en la eliminacidn de pat6genos 
intracelulares in vivo, asi como en la generacion de 
5 respuesta inmune antlgeno-especif ica. 

La diferenciacion de las celulas NK esta acompanada por 
la expresi6n en la superficie celular de una 
glicoprotelna (PENS) , la cual es una modif icaci6n 

10 post- trans lacional del ligando de la selectina P (PSGL- 
1) . El epltopo PENS crea sobre PSGL-1 un unico sitio de 
uni6n para la L-selectina. La selectividad de la 
expresi6n de PENS en las cSlulas NK, y su ausencia en 
linfocitos T y B antigeno-especif icos, sugiere que las 

15 especificas funciones de las celulas NK dependen de la 
adquisicion de este ligando para L-selectina. Por lo 
tanto, el control de interacciones de las celulas NK 
via PENS puede tener importantes implicaciones para la 
inducci6n y mantenimiento de la inmunidad a 

20 enfermedades tumorales e infecciosas, asx como 
amplificando la respuesta inmune a un estlmulo 
inf lamatorio. 

La presente invenci6n proporciona un grupo de productos 
25 derivados de fenoles 2 , 4-disubstituidos, conocidos 
quimicamente en la literatura. De estos fenoles 2,4- 
disubstituidos nunca se habia descrito antes su 
actividad inhibitoria de la isoforma inducible de la 
sintasa del oxido nitrico, ni de su capacidad de 
30 inhibici6n de la expresi6n de la molecula de adhesi6n 
L-selectina en la superficie de la membrana plasmStica 
de los leucocitos . 

La patente ES2087019 menciona la actividad inhibitoria 
35 de la S-lipoxigenasa (5-LO) de los productos incluidos 
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en la presente invenci6n, pero en ningto momento se 
menciona la posibilidad de que dichos productos puedan 
presentar actividad inhibitoria de la isoforma 
inducible de la sintasa del oxido nitrico, ni de su 
5 capacidad de inhibicion de la expresion de la molecula 
de adhesion L-selectina en la superficie de la membrana 
plasm^tica de los leucocitos. 

En la solicitud de patente EP147892 se menciona cierta 
10 actividad analgesica y antiinf lamatoria de un producto 
incluido en la presente invenci6n, pero dicha actividad 
analgSsica y antiinf lamatoria podrla deberse a alguna 
actividad inhibitoria de la cicloxigenasa^ puesto cjue 
los ensayos comparativos descritos se realizaron frente 
15 a tipicos inhibidores de dicho enzima. 

Por lo tanto, nada en el conocimiento tecnico general, 
ensena o hace obvio que los productos incluidos entre 
los derivados de la presente invenci6n, puedan 

20 presentar actividad inhibitoria de la isoforma 
inducible de la sintasa del dxido nitrico, ni de su 
capacidad de inhibicion de la expresi6n de la molecula 
de adhesi6n L-selectina en la superficie de la membrana 
plasmatica de los leucocitos, ensenanza esta que es 

25 parte integrante de la presente invencion. 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Es objeto de la presente invencion el uso de un 
30 derivado de fenol 2,4-disubstituido de formula (I), 



35 
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R6 

5 

( I ) R4 

donde : 

10 

R2 es (C1-C4) -alquilo, (C1-C4) -acilo, CF3, CI, Br o I; 

R3 es H, (C1-C4) -alquilo, (Ci-C4) -acilo, (C1-C4) - 
alcoxilo, CF3, F, CI, Br, fenilo, OH, SH, NH2 o amino 
15 mono- o disubstituido por (C1-C3) -alquilo; 

R4 es {C1-C4) -alquilo, (C1-C4) -acilo, CF3, F, Cl, Br, I, 
carboxilo, (C1-C4) -alcoxicarboxilo, ciano, nitro o 
fenilo; y 

20 

R6 es H, (C1-C4) -alquilo, {C1-C4) -acilo, CF3, Cl, Br o 
I; 

o de las sales o solvatos farmac^uticamente aceptables 
25 de dicho derivado, en la preparaci6n de un medicamento 
inhibidor de la isoforma inducible de la sintasa del 
oxido nitrico e inhibidor de la expresion de la 
molecula de adhesion L- select ina en la superficie de la 
membrana plasmatica de los leucocitos. 

30 

Son preferidos aquellos en los que: R2 es (C1-C4) - 
alquilo, CF3, Cl, Br o I; R3 es H, {C1-C4) -alquilo, CF3, 
F, Cl, Br, fenilo, OH, SH, NH2 o dimetilamino; R4 es 
(C1-C4) -alquilo, CF3, F, Cl, Br, I, carboxilo, ciano, 
35 nitro o fenilo; y R6 es H, (C1-C4) -alquilo, CF3, Cl, Br 
o I. 
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En una realizacion particular de la presente invenci6n, 
R2 es I; R3 es H, metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, 
CF3, F, CI/ Br, fenilo o OH; R4 es metilo, etilo, 
isopropilo, terbutilo, CF3, F, CI, Br, I, carboxilo o 

5 fenilo; y R6 es H, isopropilo, terbutilo, CF3, Cl, Br o 
I. Siendo preferidos aquellos en los que: R3 es H, 
metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, CF3, Cl, Br o 
fenilo; R4 es isopropilo, terbutilo, CF3, Br, I, 
carboxilo o fenilo; y R6 es H, isopropilo, terbutilo, 

10 CF3 o I. Aun se prefiere mSs aquellos en los que: R3 es 
H; R4 es terbutilo, CF3, I o fenilo; y R6 es terbutilo, 
CF3 o I . Todavia se prefiere mSs aquel en el que R4 y 
R6 son I. 

15 En otra realizacion particular de la presente 
invencion, se usa un derivado de fenol 2,4- 
disubstituido de formula (I) donde : R2 es CF3 o Br; R3 
es H, metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, CF3, F, Cl, 
Br, fenilo o OH; R4 es metilo, etilo, isopropilo, 

20 terbutilo, CF3, F, Cl, Br, I, carboxilo o fenilo; y R6 
es H, isopropilo, terbutilo, CF3, Cl, Br o I. De entre 
estos, se prefiere usar aquellos en los que: R3 es H, 
metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, CF3, Cl, Br o 
fenilo; R4 es isopropilo, terbutilo, CF3, Br, I, 

25 carboxilo o fenilo; y R6 es H, isopropilo, terbutilo, 
CF3 o I- Y todavia se prefiere mas aquellos en los que: 
R3 es H; R4 es terbutilo, CF3, I o fenilo; y R6 es 
terbutilo, CF3 o I. 

30 En otra realizacion particular de la presente 
invencion, se usa un derivado de fenol 2,4- 
disubstituido de formula (I) donde: R2 es isopropilo o 
terbutilo; R3 es H, metilo, etilo, isopropilo, 
terbutilo, CF3, F, Cl, Br, fenilo o OH; R4 es metilo, 

35 etilo, isopropilo, terbutilo, CF3, F, Cl, Br, I, 



wo 03/075905 



PCT/ES02/00119 



11 

carboxilo o fenilo; y R6 es H, isopropilo, terbutilo, 
CF3, Cl, Br o I. De entre los anteriores se prefiere 
usar aqu^llos en los que: R3 es H, metilo, etilo, 
isopropilo, terbutilo, CF3, Cl, Br o fenilo; R4 es 
5 isopropilo, terbutilo, CF3, Br, I, carboxilo o fenilo; 
y R6 es H, isopropilo, terbutilo, CF3 o I. Y todavia se 
prefiere usar mas aquel los en los que: R3 es H; R4 es 
terbutilo, CF3, I o fenilo; y R6 es terbutilo, CF3 o I. 

10 En particular, son especialmente utiles los productos 
de la Tabla 1 adjunta, donde se indican los codigos 
internos (c6digos de la cornpania) , los nombres quimicos 
y los numero de registro (RN = registry number) de 
Chemical Abstracts Service (CAS) o mediante la mencion 

15 del volfimen y numero de abstracts donde se ban 
publicado en la revista Chemical Abstracts (CA) o el 
numero de patent e donde se describen por primera vez, 
de algunos de los derivados de fenoles 2,4- 
disubstituidos de formula (I) que han sido preparados a 

20 modo de ejemplo. 



25 



30 



35 
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Tabla 1 



Derivados de fenoles 2,4-disubstituidos 



5 



Cod. : 


Ent • 




Nombre quimico 


RN/Ref .CA/Pat. 


Bobel 


-1 


4- 


f luoro-2-yodof enol 


[2713-29-3] 


Bobel 


-2 


4- 


t erbu t i 1 - 2 - yodof enol 


[38941-98-9] 


Bobel 


-3 


2- 


terbutil-4-yodofenol 


[60803-25-0] 


Bobel 


-4 


2 , 6-diisopropil-4-yodof enol 


ES2087019 


Bobel 


-5 


2, 


4 - diyodof enol 


CA 24:5289 


Bobel 


-6 


2- 


metil-4, 6-diyodofenol 


[4186-52-1] 


Bobel 


-7 


2- 


etil- 4, 6 -diyodof enol 


ES2087019 


Bobel 


"8 


2- 


isopropil-4 , 6 -diyodof enol 


[127502-66-3] 


Bobel 


-9 


2- 


terbutil-4 , 6 -diyodof enol 


[60803-26-1] 


Bobel 


-10 


2- 


cloro-4, 6 -diyodof enol 


[15459-49-1] 


Booe± 


-11 


2- 


bromo-4, 6 -diyodof enol 




Bobel 


-12 


2- 


trif luorometil-4 , 6-diyodof enol 


[61494-84-6] 


Bobel 


-13 


4- 


metil -2, 6 -diyodof enol 


[2432-18-0] 


Bobel 


-14 


4- 


isopropil-2, 6-diyodof enol 


[2432-19-1] 


Bobel 


-15 


4- 


terbutil-2 , 6-diyodof enol 


[75908-75-71 


Bobel 


-16 


4- 


f enil-2 , 6-diyodof enol 


CA 55:5845d 


Bobel 


-17 


4- 


f luoro-2, 6-diyodof enol 


[392-72-3] 


Bobel 


-18 


4- 


cloro-2, 6-diyodof enol 


[15459-50-4] 


Bobel 


-19 


4- 


'bromo-2, 6-diyodof enol 


[15459-51-5] 


Bobel 


-20 


4' 


trif luorometil-2 , 6-diyodof enol 


BS2087019 


Bobel 


-21 


3- 


"trif luorometil-2 , 6-diyodof enol 


ES2087019 


Bobel 


-22 


4- 


■nitro-2, 6-diyodof enol 


[305-85-1] 


Bobel 


-23 


3- 


• t erbut i 1 - 2 , 4 - diyodof enol 


BS2087019 


Bobel 


-24 


2, 


4 , e-triyodof enol 


[609-23-4J 


Bobel 


-25 


3- 


■nietil-2, 4-6-triyodof enol 


[2109-12-8] 



35 
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Tabla 1 (Continuaci6n) 



5 



10 



15 



C6d. Int. 


Nombre quimico 


RN/Ref .CA/Pat 


Bobel-26 


3-etil-2 , 4 , 6-triyodof enol 




Bobel-27 


3 - i s op r op il-2,4-6-t r iy odof enol 




Bobel-28 


3 - f eni 1-2,4,6- triyodof enol 


L y 1 J D J - o 1 - U J 


Bobel-2 9 


3 - f luoro - 2 , 4 , 6 - 1 r iyodof enol 


1444-07-5 J 


Bobel-30 


3 -cloro-2 , 4 , 6 - triyodof enol 


[89465-75-8] 


Bobel-31 


3-bromo-2, 4, 6 -triyodof enol 


[124311-19-9] 


Bobel-32 


3-trif luorometil-2,4, 6- 




triyodof enol 


ES2087019 


Bobel-33 


3 -hidroxi -2,4,6- triyodof enol 


[19403-92-0] 


Bobel-34 


4-hidroxi-3 , 5-diyodobenzonitrilo 


[1689-83-4] 


Bobel-35 


2,4, 6-triterbutilf enol 


[732-26-3] 


Bobel-36 


Scido 4-hidroxi-3 , 5- 




diyodobenzoico 


[618-76-8] 



Algunos de los productos de f6rmula (I) presentan 
20 estereoisomeros . El uso de Sstos is6meros, por separado 
o mezclados, como inhibidores de la isoforma inducible 
de la sintasa del 6xido n£trico e inhibidores de la 
expresi6n de la molecula de adhesi6n L- select ina en la 
superficie de la membrana plasmatica de los leucocitos, 
25 tambien es objeto de la presente invencion. 

Como inhibidores de la isoforma inducible de la sintasa 
del oxido nitrico e inhibidores de la expresion de la 
molecula de adhesion L-selectina en la superficie de la 

30 membrana plasmatica de los leucocitos, los productos de 
formula (I) o sus sales o solvates f armac^uticamente 
aceptables, son fltiles en la preparaci6n de 
medicamentos para el tratamiento de enfermedades 
mediadas por la acci6n de la isoforma inducible de 

35 lasintasa del 6xido nitrico, por la accidn de la 
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expresi6n de la L-selectina o por las dos, con las 
preferencias senaladas anteriormente . 

Los derivados de fenoles 2 , 4-disubstituidos o sus 
5 sales f armaceuticamente aceptables, cuyo uso es objeto 
de la presente invenci6n, convenientemente asociados a 
aditivos o excipientes conocidos, pueden administrarse 
por via oral, parenteral o topica, en forma de 
inyectables, comprimidos, grageas, jarabes, lociones, 
10 champues, pomadas, supositorios, colirios, etc. 

EJEMPLOS 

La presente invenci6n se ilustra mediante los 
15 siguientes ejemplos no limitativos . 

Ejemplo 1. Efecto sobre la actividad de la sintasa del 
oxido nitrico (NOS) en un modelo de colitis ulcerosa 
inducida por TNB en rata. 

20 

Mediante el presente ejemplo se pretendi6 demostrar la 
posible actividad inhibitoria del BOBEL-24 sobre la 
sintasa del oxido nitrico en un modelo de colitis 
ulcerosa inducida por acido sulfonico de 
25 trinitrobenzeno (TNB) en la rata. 

Se emplearon ratas Wistar macho, las cuales fueron 
anestesiadas y se les indujo una inflamacion cronica 
del colon mediante la aplicaci6n de una unica dosis 
30 intracolonica de acido sulfonico de trinitrobenzeno 
(TNB, 80mg kg"^, disuelto en etanol 30% y administrado 
en un volumen de 1ml kg*^) . 

A los animales se les administraron diferentes drogas 
antiif lamatorias, 24 horas tras la administracion de 
35 TNB. Las drogas antiinf lamatorias que se emplearon 
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fueron: prednisolona (0.5mg kg"^) , L-NAME OOmg kg"^) y 
2, 4 , 6-triyodofenol (BOBEL-24, l-25mg kg"^) , 

administrandose oralmente durante 3 dias consecutivos. 

5 La medicion de la actividad de la sintasa del oxido 
nitrico en el tejido colonico se llevo a cabo mediante 
el ensayo de la citrulina, en le que se mide la 
conversi6n de L- [14C] -argenina monohidroclorh£drica a 
[14C] -citrulina, segun el mStodo descrito por Knowles 

10 et al . (Biochetn. Biophys. Res. Commun., 1990, v. 172, 
1042-1048) . 

Se obtuvieron muestras de tejido col6nico a las 24 
horas tras la administracion de TNB y a los 2, 3 y 4 

15 dias tras la administracion de TNB. Estos tejidos se 
homogeneizaron en una solucion tamp6n con HEPES, 
sucrosa, DL-dithiothreitol, leupeptina, inhibidor de 
tripsina de soja y aprotinina. Tras centrifugar los 
homogenizados, se anadi6 una muestra del sobrenadante a 

20 un tubo que contenia 100^1 de soluci6n tamp6n de 
incubaci6n precalentado a 37 que a su vez contenia 
fosfato de potasio, L-valina, NADPH, MgCl2 y CaCl2, L- 
argenina y L- [14C] -monohidricloridrica y fue incubado 
durante lOmin a 37 *'C. La reaccion se termind mediante 

25 la adicion de SOOjil de una mezcla de H2O : Dowex-AGSOW. 
La mezcla de resina y solucion incubada de la muestra 
se disperse y se diluy6 mediante la adicion de 860|al de 
agua destilada. Tras la precipitacion de la resina se 
sustrayeron 975|il de sobrenadante para contar en un 

30 contador liquido de centelleo (2ml de liquido EcoScint 
H; Packard) . 

En la Figura 1 se muestra el efecto del tratamiento con 
BOBEL-24, prednisolona y L-NAME una vez al dia durante 
35 un periodo de 3 dias, sobre el dano col6nico inducido 
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tras una sola inyecci6n de Scido sulf6nico de 
trinitrobenzeno {TNB; 80 mg kg"^ administrado en el dia 
0) , los resultados muestran la puntuaci6n del dano en 
funcion del tiempo transcurrido tras la administraci6n 
5 de TNB. Encontramos que BOBEL-24 inhibi6 el dano 
inducido por TNB en un 46±14% a los tres dlas tras la 
administracion de TNB en dosis de lOmg kg'^, mientras 
que prednisolona y L-NAME no tuvieron ningun efecto 
signif icativo sobre el dafio inducido por TNB en ninguno 
10 de los tietnpos estudiados. 

La formaci6n de L-citrulina que se puede inhibir 
mediante la incubaci6n in vitro con L-NMMA se toma como 
indice de actividad de NOS, expresada como nmol min'^g*^ 

15 de tejido. Mediante incubacion con EGTA, se determine 
la dependencia de la actividad enzimatica de la 
presencia de calcio, siendo la actividad que depende de 
la presencia del calcio bajo condiciones de control la 
considerada como NOS constitutiva (cNOS) , mientras que 

20 la que no es inhibida por EGTA se toma como la forma 
inducible e independiente del calcio de NOS (iNOS) . 

En la figura 2 se puede observar el efecto del 
tratamiento con BOBEL-24 sobre la inhibici6n en el 
25 increment© en la actividad total de NOS. Encontrandose 
una inhibicion del 68±7% de la actividad de NOS. 

En la figura 3 se puede observar el efecto que el 
tratamiento con BOBEL-24 produjo sobre la actividad de 
30 NOS independiente del calcio (iNOS) , la cual se pudo 
observar a los 2 y 4 dias tras la administraci6n de 
TNB. La inhibicion de la actividad de iNOS fue de un 
82±11% y de un 45±14% a los 2 y 4 dlas tras la 
administraci6n de TNB respect ivamente. 

35 
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Ejemplo 2. Estudio del efecto sobre la actividad de los 
leucocitos polimorfonucleares in vivo en la rata 
mediante microscopia intravital. 

5 El objetivo del estudio era determinar si la sustancia 
BOBEL-24, posee algun efecto sobre la actividad 
(velocidad de "rolling", adherencia) de los leucocitos 
polimorfonucleares activados in vivo en la rata, 
utilizando la circulacion mesentSrica como modelo y la 

10 tScnica de microscopia intravital. 

Tras la inducci6n de anestesia general conpentotal 
sodico (60mg kg"^, i.p.), se procedi6 a la 
exteriorizaci6n de un segmento de la porcion ileo-cecal 
15 del mesenteric para su observaci6n en el microscopio 
intravital. El resto del intestine que queda expuesto 
tras esta operacion es cubierto con una gasa mojada en 
solucion fisologica para prevenir la evaporacion. 

20 Una vez transcurrido un periodo de 30 minutos de 
estabilizacion tras la preparaci6n del mesenteric, se 
seleccionaron vSnulas mesent^ricas sin ramif icaciones 
de 25-40^m de diSmetro, y sus arteriolas asociadas (15- 
25(im) para su estudio. 

25 

La activaci6n de los leucocitos polimorfonucleares se 
realizo mediante la administracion de una dosis de 3mg 
kg"^ i-v. de endotoxina (LPS E. Coli 0.111:B4) a los 
animales una vez han sido anestesiados y preparados 
30 para la observaci6n intravital. Para determinar el 
efecto de las sustancias de ensayo y referencia sobre 
la activacion de los leucocitos, 6stas se administraron 
oralmente como un pre-tratamiento Ih antes de la 
administracion de la endotoxina. 



35 
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La administraci6n de la endotoxina result 6 en un 
incremento en el ntimero de neutr6filos adherentes 
determinado en una seccion de lOOjim de v6nula a lo 
largo de un periodo de observaci6n de 1 hora. 

5 

La administraci6n de una dosis intravenosa de 
endotoxina resulto en una reduccion de la velocidad del 
'^rolling" de los neutrofilos en las venulas post- 
capilares del mesenteric de la rata. 

10 

La administracion oral de 3 dosis crecientes de 2,4,6- 
triyodofenol (BOBEL-24) , 1 hora antes de la 
administraci6n de endotoxina result6 en una reducci6n, 
relacionada con la dosis administrada, en el aumento de 
15 la adherencia de neutrofilos inducido por la endotoxina 
en las venulas post-capilares del mesenteric de la rata 
(ver Figura 4) . 

Del mismo modo, el pre-tratamiento con BOBEL-24 tambien 
20 result6 en una inhibici6n de la reducci6n del **rolling" 
de los neutr6filcs inducida por la endotoxina, 
observ^ndose un incremento en la velocidad de ^'rolling" 
que est a relacionado con la dosis de BOBEL-24 
administrada (ver Figura 5) - 



25 
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REIVINDICACIONES 



1. 

5 

10 
15 

20 

25 

30 



Uso de un derivado de fenol 2,4-disubstituido de 
fdrmula (I) , 



caracterizado porgue: 

R2 es (C1-C4) -alquilo, (C1-C4) -acilo, CF3, CI, Br o 
I; 

R3 es H, (C1-C4) -alquilo, {Cx-C4) -acilo, (C1-C4) - 
alcoxilo, CF3, F, CI, Br, fenilo, OH, SH, NH2 o 
amino mono- o disubstituido por (C1-C3) -alquilo; 

R4 es (C1-C4) -alquilo, (Ca-C4) -acilo, CF3, F, Cl, 
Br, I, carboxilo, (C1-C4) -alcoxicarboxilo, ciano, 
nitro o fenilo; y 

R6 es H, (C1-C4) -alquilo, {C1-C4) -acilo, CF3, Cl, 
Br o I; 

o de una sal o solvato f armac^uticamente aceptable 
de dicho derivado, en la preparacion de un 
medicamento inhibidor de la isoforma inducible de 
lasintasa del oxido nitrico e inhibidor de la 
expresion de la molScula de adhesi6n L-selectina 
en la superficie de la membrana plasmStica de los 
leucocitos . 
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2. Uso segun la reivindicaci6n 1, caracterizado 
porque en el derivado de fenol 2,4-disubstituido: 
R2 es (C1-C4) -alquilo, CF3, Cl, Br o I; R3 es H, 
(C1-C4) -alquilo, CF3, F, Cl, Br, fenilo, OH, SH, 

5 NH2 o dimetilamino; R4 es (C1-C4) -alquilo, CF3, F, 

Cl, Br, I, carboxilo, ciano, nitro o fenilo; y R6 
es H, (C1-C4) -alquilo, CF3, Cl, Br o I . 

3. Uso segtSn la reivindicacion 2, caracterizado 
10 porque en el derivado de fenol 2,4-disubstituido: 

R2 es I; R3 es H, metilo, etilo, isopropilo, 
terbutilo, CF3, F, Cl, Br, fenilo o OH; R4 es 
metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, CF3, F, Cl, 
Br, I, carboxilo o fenilo; y R6 es H, isopropilo, 
15 terbutilo, CF3, Cl, Br o I. 

4. Uso segun la reivindicacion 3, caracterizado 
porque: R3 es H, metilo, etilo, isopropilo, 
terbutilo, CF3, Cl, Br o fenilo; R4 es isopropilo, 

20 terbutilo, CF3, Br, I, carboxilo o fenilo; y R6 es 

H, isopropilo, terbutilo, CF3 o I. 

5. Uso segun la reivindicaci6n 4, caracterizado 
porque: R3 es H; R4 es terbutilo, CF3, I o fenilo; 

25 y R6 es terbutilo, CF3 o I. 

6. Uso segun la reivindicaci6n 5, caracterizado 
porque : R4 y R6 son I . 

30 7. Uso segun la reivindicaci6n 2, caracterizado 
porque en el derivado de fenol 2,4-disubstituido: 
R2 es CF3 o Br; R3 es H, metilo, etilo, 
isopropilo, terbutilo, CF3, F, Cl, Br, fenilo o 
OH; R4 es metilo, etilo, isopropilo, terbutilo, 

35 CF3, F, Cl, Br, I, carboxilo o fenilo; y R6 es H, 
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isopropilo, terbutilo, CF3/ CI, Br o I . 

8. Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado 
porque: R3 es H, metilo, etilo, isopropilo, 

5 terbutilo, CF3, CI, Br o fenilo; R4 es isopropilo, 

terbutilo, CF3, Br, I, carboxilo o fenilo ; y R6 es 
H, isopropilo, terbutilo, CF3 o I. 

9. Uso segun la reivindicacidn 8, caracterizado 
10 porque: R3 es H; R4 es terbutilo, CF3, I o fenilo; 

y R6 es terbutilo, CF3 o I. 

10. Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado 
porque en el derivado de fenol 2, 4-disubstituido: 

15 R2 es isopropilo o terbutilo; R3 es H, metilo, 

etilo, isopropilo, terbutilo, CF3, F, CI, Br, 
fenilo o OH; R4 es metilo, etilo, isopropilo, 
terbutilo, CF3, F, Cl, Br, I, carboxilo o fenilo; 
y R6 es H, isopropilo, terbutilo, CF3, Cl, Br o I. 

20 

11. Uso segdn la reivindicacidn 10, caracterizado 
porque: R3 es H, metilo, etilo, isopropilo, 
terbutilo, CF3, Cl, Br o fenilo; R4 es isopropilo, 
terbutilo, CF3, Br, I, carboxilo o fenilo; y R6 es 

25 H, isopropilo, terbutilo, CF3 o I. 

12. Uso segun la reivindicacion 11, caracterizado 
porque: R3 es H; R4 es terbutilo, CF3, I o fenilo; 
y R6 es terbutilo, CF3 o I. 

30 

13. Uso de un derivado de fenol 2,4-disubstituido 
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, 
o de una sal o solvate f armaceuticamente 
aceptable, en la preparacion de un medicamento 

35 para el tratamiento de una enfermedad mediada por 
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la acci6n de la isoforma inducible de lasintasa 
del oxido nltrico. 

14. Uso de un derivado de fenol 2, 4-disubstituido 
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, 
o de una sal o solvate farmaceuticamente 
aceptable, en la preparaci6n de un medicamento 
para el tratamiento de una enfermedad mediada por 
la acci6n de la expresidn de la L- select ina. 



10 



15, Uso segiin cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 13 a 14, caracterizado porque la 
enfermedad pertenece al grupo de estados 
autoinmunes y/o inf lamatorios articulares y 

15 tnusculoesquel^ticos, enf ermedades inf lamatorias 

del tracto gastrointestinal, isquemia 

cardiovascular, diabetes, hiperalgesia, isquemia 
cerebral, hipotension sist^mica asociada con el 
cheque septico y/o t6xico inducido por una amplia 

20 variedad de agentes, inmunosupresion a corto plazo 

en terapia de transplantes, trastornos del SNC, 
enf ermedades tumorales e infecciosas. 
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Figura 1 
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Figura 2. 
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Figura 3 
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1-12,14,15 



1-12,14,15 



Forai PCT/ISA/210 (contiiniation of second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



MemationBl application No. 
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Box I Obseirations where certain claims were found unsearchable (Continnation of item 1 of first sheet) 



This international searchreporthas not beenestablishedinrespect of certain claimsimder Article 17(2)(a) forthefollowingreasons: 

1. I I ClaimsNos.: 

' — ' because theyrelate to subject matter not required to be seai^ 



2. Q ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescnbed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be earned out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: 

' — because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Intemational Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 

The Intemational Searching Authority found multiple (groups of) inventions in this 
intemational application, as follows: 

Invention 1 : Claims 1-12 (in part), 13,15, related to the use of 1,4-disubstituted phenol 
derivatives for preparing a medicament that inhibits the inducible nitric oxide synthase 
isoform. 

Invention 2: Claims 1-12 (in part), 14, 15, related to the use of 1,3-disubstituted phenol 
derivatives for preparing a medicament that inhibits the expression of the adhesion 
molecule L-selectine to the surface of the plasma membrane of leukocytes. 

1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 
searchable claims. 

2. AjsaUsearchableclaimscouldbesearchedwithoatejQfQrtj^^ 
of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report 
' — ' covers on]^ those claims for which fees were paid, spedficaUydi^^ 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned f 



Lin the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest \ji The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payniBnt of additional search fees. 
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A. CLASinCAClbN DEL OBJETO DE LA SOLICITUD 
CIP' A6K31/055 

De acuerdo con la Clasificacibn Intemacional de Patentes (CIP) o segAn la clasificaci6n nacicmal y la CIP. 



B. SECTORES COMPRENDEDOS FOR LA BUSQUEDA 



Documentacidn minima consultada (sistema de dasificacidn, seguido de los simbolos de clasificacidn) 
CIP' A61K. 



Otra documentacidn consultada, ademds de la documentacidn minima, en la medida en que tales documentos fonnen parte de los 

sectores comprendidos per la biisqueda 



Bases de datos electr6nicas consultadas durante la busqueda intemacional (nombre de la base de datos y» si es posible, t^rminos de 

busqueda utilizados) 

CIBEPAT, MEDLINE, WPl, REGISTRY, HCAPLUS, 



C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES 



Categoria* 



Documentos citados, con indicaci6n, si procede, de las partes relevantes 



Relevante para las 
reivindicaciones n° 



A 
A 
A 



WO 9630012 A (DEFEUDIS, F.) 03.10.1996, pdgina 8, linea 24-26, 
paginal3, linea 26-34, ejemplo 6, reivindicaci6n 1-4. 

ES 2087019 A (BOBEL 246 S.L.) 01,07.1996, todo el documenta 

EP 147892 A (BISLAK S.A.) 10.07. 1985, todo el documents 

LEE, C.S. et al: "Inhibition of expression of P-selectine by antioxi- 
dant in cholesterol-fed rats. J.Korean. Med.Sci, 1999, volumen 14 
n'^l, paginas 8-14, pdgina 8, pagina 9, columna 1, lineas 1-7. 

XIA, L. et al: A proteosome inhibitor, an antioxidant, or a salicylate, 
but not a glucocorticoid blocks constitutive and cvtokine-inducible 
expression of P-selectine in human endothelial cells.Blood,1998,volu- 
men 91, n^ 5, paginas 1625-1632, pagma 1625. 



1,2,10,13,15 

1,13,15 
1,13,15 
1-12,14,15 

1-12,14,15 



He n la continuaci6n del recuadro C se relacionan otros documentos documentos de familia de patentes se indican en el 



anexo 



* Categorias espcciates de documentos citados: 

"A** documento que define el estado general de la t^cnica no considerado 
como particulaimente relevante. 

"E" soHcitud de patente o patenle anterior pero publicada cn la fecha de 
pr^ailaci6n intemacional o en fecha postenor. 

**L'* documento que puede plantear dudas sobre una reiyindicaci6n de 
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publ icaddn de otra 
cita o por una raz6n especiaJ (como la indicada). 

documento que se refiere a una divulgaci6n oral, a una utilizacidn, a 
una expostci6n o a cualquter otro m^io. 

"P** documento publicado antes de la fecha de presentaci6n intemadonat 
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. 



**T* documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de presentaci6n 
intemacional o de {moridad ciue no pertenece al estado de la tecnica perttnente 
pero que se cita por pennitir la oomprensi6n del principio o teoria que 
constituye la base de la invencidn. 

"X** documento particulaimente relevante; la invend6n reivindicada no puede 
considerarse nueva o que implique una actividad inventiva por referenda al 
documento aisladamente considerado. 

*'Y" documento particularmente relevante; la invendon reivindicada no puede 
considerarse que implique una actividad inventiva cuando el documento se 
asocia a otro u otros documentos de la mismanaturaleza, cuya oombinaci6n 
resulta evidente para un experto en la materia. 

documento que forma parte de la misma familia de patentes. 



Fecha en que se ha concluido efectivamente la bCisqueda 
intemacional. 8 Enero 2003 (08.01.2003) 



Fectm de expedicidn del infonne de btsqueda intemacional 
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C/Panam6 1 , 28071 Madrid, Espafla. 

n*»defax+34 91 3495304 



Fundonario autonzado 
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n''detel6fono+ 34 91 34955 
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C (Continuaci6n). 



DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANtES 



Categoria ' 



Documentos citados, con indicacidn, si precede, de las partes relevantes 



Relevante para las 
reivindicaciones n° 



THERIAULT, A et al: Tocotrienol is the most efective vitamin E for redu- 
cing endothelial expression of adhesion molecules and adhesion to monocy- 
tes. Atherosclerosis, Enero 2002, volumen 160, pjginas 21-30,pig^ 21, 
pdgina 22, columna I, pdgina 24, apartado 3-3. 

WO 9425047 A (GENENTECH, INC). 10. 11.1994, resumen. 



1-12,14,15 



1.12,14.15 



brmulario PCT/ISA/210 (continuacidn de la spgunda hoja) (julio 1998) 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 



S.oK0itu|j4^ 
PCT/ES Oi2/00119 



Recuadro I Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (Continuaddn 
del punto 2 de la primera hoja) 



Oe confonnidad con el artfculo 17.2.aX algunas reivindicadones no ban podido ser objeto de busqueda por los siguientes motivos: 

1. O Las reivindicaciones n*: 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administiacidn no estd obligada a proceder a la busqueda, a saber: 



2. D Las reivindicaciones n**: 

se refieren a elementos de la solicitud intemacional que no cumplen con los requisites establecidos. de tal modo que no pueda 
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente: 



3. Q Las reivindicaciones n"": 

son reivindicaciones dependientes y no estiut redactadas de confonnidad con los pdrrafos segundo y tercero de la regla 6.4. a). 



Recuadro II Observaciones cuando falta unidad de invencion (Continuacion del punto 3 de la primera hoJa) 



La Adndnistraci6n encargada de la Biiisqueda Intemacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud intemacional, a 
saber: 

^Invencion 1: Reivindicacones 1-12 (en parte),13,15, relativas al uso de los derivados de fenol 1,4 disubstituidos en la 
preparaci6n de un medicamento inhibidor de la isoforma inducible de la sintasa de 6xido nitrico. 

*Invenci6n 2: Reivindicaciones 1-12 (en parte),14,I5, relativas al uso de los derivados de fenol 1,4 disubstituidos en la 
preparaci6n de un medicamento inhibidor de la expresi6n de la mol^a de adhesi6n L-selectina en la superficie de la 
membrana plamdtica de los leucocitos. 



IS 



Dado que todas las tasas adicionales han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de bilsqueda 
intemacional comprende todas las reivindicaciones que puedoi ser objeto de bi^ueda. 



. Q Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bOsqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justiflque 
una tasa adicional, esta Administracion no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta natiuraleza. 

Dado que tan s61o una parte de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente 
informe de biisqueda intemacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales ban sido satisfechas 
las tasas, concretamente las reivindicaciones n*": 



Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente 
informe de biisqueda intemacional se limita a la invencidn mencionada en primer ttanino en las reivindicaciones, cubierta por 
las reivindicaciones n**: 



Indicaci6n en cuanto a la reserva ^ Las tasas adicionales han sido acompaiiadas de una reserva por parte del solicitante. 

Q £1 pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna reserva. 
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AU 3657684 A 
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16.08.1985 
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WO 9425047 A 
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AT 204478 E 
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AU 678469 B 
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EP 697880 A,B 

IL 109452 A 

JP 8509720 T 
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